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La' degradación' intracelular' de' proteínas' es' un' proceso' catabólico' clave' para' la'
supervivencia' celular' frente' a' cambios' ambientales.' Este' proceso' degradativo' tiene' como'
función' principal' la' eliminación' de' proteínas' mal' plegadas,' que' pueden' ser' tóxicas' al'
acumularse,' o' la' eliminación' de' proteínas' que' no' son' útiles' en' ciertas' situaciones,' para'





formación' de' unas' estructuras' de' doble'membrana' que' se' cierran' secuestrando'material'
citoplasmático,' denominadas' autofagosomas,' que' posteriormente' se' fusionan' con'
endosomas' y' lisosomas' dando' lugar' a' los' autolisosomas,' cuyas' enzimas' lisosomales'
degradarán'el'contenido'de'los'mismos.'
'
La' autofagia' es' un' proceso' altamente' regulado.' Por' ejemplo,' la' privación' de' nutrientes,'












seleccionamos' cuatro' genes' candidatos:'Rgs19,- Bcl2,- Ifna4' y'Akt1.' Analizamos' el' perfil' de'
expresión'de'cada'uno'de'ellos'mediante'qPCR'en'células'HEK293T'y'NIH/3T3,'en'presencia'y'
ausencia'de'glucosa.'No'observamos'diferencias'en' la'expresión'de'BCL2'y'AKT1,'mientras'
que' la' expresión' de' RGS19' disminuyó' en' presencia' de' glucosa,' aunque' estas' mismas'
diferencias' se' mantenían' al' inhibir' p38' MAPK,' poniendo' de' manifiesto' una' expresión'
independiente' de' la'misma.' Teniendo' en' cuenta' estos' resultados,' no' podemos' relacionar'
estos' genes' con' la' regulación' de' la' autofagia' por' glucosa' mediada' por' p38' MAPK.' La'




















































































































































































































































































abastecimiento* y* la* demanda* de* metabolitos,* donde* juegan* un* importante* papel* los*
procesos*anabólicos*y*catabólicos.*Debido*a*que*ambas*reacciones*catabólicas*y*anabólicas*
son* las* responsables* del* metabolismo* celular,* es* esencial* equilibrarlas* para* asegurar* el*
desarrollo*y*crecimiento*celular*y,*por*tanto,*la*supervivencia*de*las*mismas.*
*
Uno* de* los* procesos* catabólicos* que* ocurren* en* las* células* es* la* degradación*
intracelular*de*proteínas,*en*el*que*se*produce*la*hidrólisis*de*los*enlaces*peptídicos*de*las*
proteínas*mediada*por*diversas*proteasas*presentes*en*las*células*y*siendo*la*consecuencia*
directa*de*este*proceso* la*obtención*de* las*unidades*básicas*que*forman* las*proteínas,* los*
aminoácidos.* Los* aminoácidos* libres* obtenidos* tras* la* proteólisis* son* utilizados* para* la*
síntesis*de*nuevas*proteínas*y*de*compuestos*nitrogenados*no*proteicos,*para*la*producción*
de* energía* mediante* reacciones* catabólicas,* o* como* efectores* fisiológicos.* La* proteólisis*
celular* cumple* varias* funciones* al* degradar* las* proteínas* a* aminoácidos.* En* primer* lugar,*
degrada*proteínas*mal*plegadas*que*no*son* funcionales*y*que*podrían*ser* tóxicas*para* las*
células* o* estar* involucradas* en* diferentes* patologías* como* Parkinson* (EbrahimiNFakhari*et#
al.,*2012),*Alzheimer*(Ihara*et#al.,*2012)*o*Huntington*(Godin*et#al.,*2010).*En*segundo*lugar,*
permite*la*correcta*y*rápida*adaptación*de*las*células*a*las*nuevas*condiciones*ambientales*
degradando* las* proteínas* que* no* son* necesarias.* En* este* punto,* la* proteólisis* juega* un*
importante*papel*ante*condiciones*adversas*(como*la*privación*de*nutrientes),*en*las*que*la*
célula* tiene* como* único* objetivo* su* supervivencia* y* por* tanto* necesitará* prescindir* de*





seleccionar* las* proteínas* a* degradar.* La* velocidad* de* degradación* se* puede* expresar* en*
términos*de*vida*media,*definiéndose* la*vida*media*como*el*tiempo*requerido*para*que* la*
mitad* de* las* proteínas* originarias* sean* degradadas.* De* este* modo,* la* vida* media* de* las*
distintas* proteínas* intracelulares* varía* desde* apenas* unos* minutos* en* las* enzimas*
reguladoras* y*hormonas,*hasta*días*o* incluso*años*en* las*proteínas*estructurales,* como*el*





clasificar* en* función* de* si* están* o* no* implicados* los* lisosomas:* la* vía* dependiente* de*
lisosomas* o* autofagia,* en* la* que* intervienen* los* lisosomas* y* endosomas;* y* la* vía*









El* sistema* ubicuitinaNproteasoma* es* un* complejo* de* enzimas* proteolíticas* que* se*
encarga* de* reconocer* y* degradar* proteínas* que* han* sido* marcadas* previamente* con*




degradación,* se* dirige* a* los* proteasomas,* que* se* localizan* tanto* en* el* citosol* como* en* el*
núcleo*(Palmer*et#al.,*1996).*
*
La*degradación*mediada*por* lisosomas*puede* subdividirse*en* tres* tipos* (Figura*1):*









lugar* la* formación* de* distintas* estructuras* membranosas* (fagoforo,* autofagosoma* y*
autolisosoma)* que* se* fusionarán* con* lisosomas* y* endosomas* para* degradar* los*









Los* lisosomas* se* pueden* definir* como* un* grupo* heterogéneo* de* vacuolas* de*
diferente* tamaño,* forma* y* densidad,* que* contienen* numerosas* peptidasas* denominadas*
catepsinas.* Además* en* su* interior* se* pueden* observar* también* depósitos* densos* y* restos*
membranosos.* Las* catepsinas* son*hidrolasas*ácidas*que* requieren,*por* tanto,*un*pH*ácido*
para* su* adecuada* actividad* (Knecht* et# al.,* 2009).* Las* VNATPasas,* bombas* de* protones*





La*macroautofagia* (denominada*para* simplificar,* de* ahora* en* adelante,* autofagia)*
consiste*en*un*proceso*degradativo*de*componentes*celulares*mediado*por* lisosomas*que*
ocurre*en* las*células*eucariotas*y*que*se*encuentra*altamente*conservado.*La*degradación*
mediante* autofagia* es* un* proceso* no* selectivo,* al* contrario* que* la* degradación* que* tiene*
lugar*en*el*sistema*ubicuitinaNproteasoma,*aunque*también*se*ha*descrito*una*degradación*
autofágica*más*específica*de*mitocondrias*(mitofagia),*peroxisomas*(pexofagia)*(Sakai*et#al.,*
2006),* ribosomas* (ribofagia)* (Kraft* et# al.,* 2008)* y* otros* orgánulos,* e* incluso* de* proteínas*
como* p62/SQSTM1* (Knecht* et# al.,* 2009).* La* autofagia* aumenta* la* supervivencia* celular*






El* mecanismo* degradativo,* de* forma* general,* comienza* con* la* formación* de* una*
doble* membrana* que* secuestra* componentes* del* citoplasma* con* la* participación* de*
filamentos* intermedios* y* microfilamentos.* Esta* doble* membrana* se* cierra* formando* una*
estructura*conocida*como*autofagosoma,*que*sufre*un*transporte*dependiente*de*dineina*a*
lo*largo*de*los*microtúbulos*(Kimura*et#al.,*2008)*y*se*fusiona*con*endosomas*tempranos*y/o*
tardíos* para* más* tarde* fusionarse* con* lisosomas* y* formar* el* autolisosoma.* Las* enzimas*
hidrolíticas*contenidas*en*el*autolisosoma*degradarán*en*primer*lugar*la*membrana*interna*
del*autofagosoma*y*en*segundo*lugar*el*contenido*interno*que*haya*sido*secuestrado*(Chen*
y* Klionsky,* 2011).* En* levaduras,* el* origen* de* esa* doble*membrana* es* una* estructura* preN
autofagosomal* (PAS,* preautophagosomal# structure)* a* la* que* se* unen* vesículas* que*
contienen*Atg9*para*la*formación*del*autofagosoma*(Yamamoto*et#al.,*2012).*En*mamíferos*
no*se*ha*encontrado*una*estructura*equivalente,*aunque*se*ha*descrito*un*posible*origen*a*
partir* de* un* subdominio* del* retículo* endoplásmatico,* el* denominado* omegasoma,* que* se*
encuentra*enriquecido*en*fosfatidilinositol*3Nfosfato*(Axe*et#al.,*2008).*Recientemente,*se*ha*
observado*un*nuevo*origen*posible*en*la*biogénesis*del*autofagosoma*en*mamíferos,*como*
es* la*membrana* plasmática* (Puri*et# al.,* 2014).* Sin* embargo,* los* detalles* sobre* las* vías* de*







Existen*un* conjunto*de*proteínas* conocidas* como*Atg* (“Autophagy* gene”*o* genes*
relacionados*con*la*autofagia)*que*participan*en*el*secuestro*de*los*componentes*celulares*





de* la* membrana* se* ve* favorecida* por* la* acción* de* un* complejo* de* la* membrana*
autofagosomal*formado*por*WIPI1*(homólogo*en*levaduras:*Atg18),*Atg2*y*Atg9,*que*se*une*
al*fosfatidilinositol*3Nfosfato.*En*todo*este*proceso*es*necesario*también*el*complejo*PI3KNIII*
(fosfatidilinositol* 3Nquinasa* III),* cuya* función*exacta* es*desconocida.* Recientemente,* se*ha*





Durante* el*mecanismo*de* elongación* y* terminación* del* autofagosoma* intervienen*
dos*sistemas*de*conjugación*que*pueden*compararse*con*el*proceso*de*ubicuitinación*por*
sus*similitudes*entre*las*enzimas*que*participan*en*ambos*mecanismos.*En*el*primer*sistema*
de* conjugación* actúan* Atg7* y* Atg10* como* enzimas* activadoras* (E1)* y* conjugadoras* (E2),*
respectivamente,*para*dar*lugar*a*la*conjugación*de*Atg12*a*Atg5.*Estas*reclutan*a*su*vez*a*
Atg16,* formando*un* complejo*multimérico* (Atg12NAtg5NAtg16)* similar* a* E3.* En*el* segundo*
sistema*se*produce*la*conjugación*de*LC3*(homólogo*en*levaduras:*Atg8).*LC3*es*sintetizada*
como*precursor*(ProNLC3NI)*e*inmediatamente*procesada*por*Atg4*eliminando*su*extremo*CN
terminal* y* dejando* un* residuo* de* glicina* expuesto* (LC3NI).* Atg7* y* Atg3* participan*
respectivamente*como*E1*y*E2,*sobre*LC3NI.*Finalmente,*el*complejo*Atg12NAtg5NAtg16*(E3)*
formado* como* producto* del* primer* sistema* mediará* la* lipidación* de* LC3* a* una*
fosfatidiletanolamina*(PE)*de*la*membrana*autofagosomal*dando*lugar*a*LC3NII*(Figura*2).*La*
forma* de* LC3* unida* a* PE,* denominada* LC3NII,* es* la* única* proteína* específica* de* los*
autofagosomas*por*lo*que*permite*su*empleo*como*marcador*de*los*niveles*de*los*mismos.*
Las* moléculas* de* LC3NII* de* la* parte* citosólica* serán* recicladas* por* Atg4* en* LC3NI* y*
fosfatidiletanolamina*(Figura*2),*mientras*que*las*moléculas*de*LC3NII*de*la*parte*luminal*del*
autofagosoma* permanecerán* en* el* mismo* y* serán* degradadas* posteriormente* por* las*
catepsinas*lisosomales.*
*
Como*hemos* comentado*anteriormente,* el* complejo*PI3KNIII,* formado*entre*otros*
por* BECLIN1,* participa* en* la* formación* de* los* autofagosomas.* BECLIN1* posee* un* papel*
relevante:*ante* la*condición*de*presencia*de*nutrientes,* la*proteína*BCL* (linfoma*de*célula*
B)N2*se*une*a*BECLIN1*inhibiendo*el*complejo*y,*en*consecuencia,*la*autofagia*(Pattingre*et#
al.,* 2005).* En* cambio,* el* ayuno* de* nutrientes* conduce* a* la* separación* de* BECLIN1NBCL2,*
permitiendo* la* unión* de* BECLIN1* al* complejo* PI3K* e* induciendo* la* autofagia* (Kang*et# al.,*
2011).* Existen* tres* modos* de* regulación* de* la* unión* BECLIN1NBCL2* en* mamíferos:* a)*














tras* la* lipidación* de* LC3NI* por* una* fosfatidiletanolamina.* En* dicho* proceso* participan* dos*
sistemas*de*conjugación*que*darán*lugar,*por*un*lado,*al*complejo*Atg12NAtg5NAtg16,*el*cual*






situación*ambiental* en* la* que* se* encuentra* la* célula* será*uno*de* los*determinantes*de* su*
inducción*o*inhibición.*El*crecimiento*y*división*celular*tiene*lugar*cuando*se*dispone*de*los*
nutrientes* suficientes* que* permitirán* la* biosíntesis* de* las* moléculas* necesarias* en* cada*
condición.* Por* ello,* la* privación* de* nutrientes,* entre* otros* tipos* de* estrés,* es* el* principal*






1*de* la*diana*de* la* rapamicina)* y*AMPK* (proteína*quinasa* activada*por*AMP),* que* son*un*





que* inhibe* a*mTOR,* y* de* este*modo* se* activa* la* autofagia* al* permitir* la* translocación*del*
complejo* ULK1NAtg13NFIP200* a* la* membrana* del* autofagosoma* (ver* apartado* 1.1.1.).* La*
quinasa* AMPK,* tras* condiciones* de* ayuno* de* nutrientes,* también* puede* actuar*








inhibitoria* sobre* la* autofagia.* De* este*modo,* la* privación* de* glucosa* llevaría* a* la* célula* a*
aumentar* los*niveles*de*autofagia*para*poder*suplir* las*necesidades*energéticas,*pudiendo*





otros*nutrientes:*se*ha*descrito*su*papel* inductor*de*autofagia*a* través*de* la* inhibición*de*














α*del*páncreas* lo*que* lleva*a*una* inducción*de* la*autofagia* (Schworer*et#al.,*1979),*siendo*
gran* parte* de* los* aminoácidos* glucogénicos,* proporcionados* por* la* degradación* proteica*
que* tiene* lugar* durante* la* autofagia,* convertidos* a* glucosa* mediante* la* gluconeogénesis*





glucosa* conduce* a* la* secreción* de* insulina* por* las* células* β* del* páncreas,* inhibiendo* la*
autofagia.* Los* niveles* de* insulina* en* ratones* disminuyen* hasta* su* nivel* más* bajo* tras* 24*
horas*de*ayuno*aproximadamente,*mientras*que*los*niveles*de*glucagón*permanecen*altos*y*




La*mayoría*de* investigadores*han*descrito*una* función* inhibitoria*de* la*glucosa*en*
células* de* mamífero* sobre* la* autofagia* (Hariharan* et# al.,* 2010;* Kobayashi* et# al.,* 2012),*
estableciendo*relaciones*concordantes*con* la* regulación*de* la*autofagia*por*vía*hormonal,*
como*se*ha*explicado*anteriormente.*Sin*embargo,*recientemente*se*ha*descrito*la*glucosa*
como* estímulo* inductor* del* proceso* autofágico* (MorunoNManchón* et# al.,* 2013),* como*






pudiera* modular* la* autofagia.* En* estas* condiciones,* la* glucosa* induce* un* aumento* en* la*










inhibidor* químico* SB203580,* y* recientemente* se* ha* descrito* que* dicho* inhibidor* puede*





MAPK* sobre* la* autofagia* al* administrar* glucosa* a* células* de*mamífero* tras* un* periodo*de*
ayuno*(ver*apartado*1.2.1.)*(MorunoNManchón*et#al.,*2013).*Además,*estudios*anteriores*ya*
habían* descrito* ese* efecto* positivo* sobre* la* autofagia:* p38*MAPK* activada* por* diferentes*
estímulos*puede*disociar*el* complejo*BCLN2/BECLIN1*al* fosforilar*a*BCLN2* (De*Chiara*et#al.,*
2006)* y* permitir* a* BECLIN1* fosforilar* a* sus* sustratos* para* iniciar* la* autofagia.* La* quinasa*










La* autofagia* ha* sido* relacionada* con* multitud* de* situaciones* patológicas,* como*
enfermedades*metabólicas,* neurodegenerativas* o* infecciosas* y* cáncer;* y* en* cada* una* de*
ellas* la* autofagia* está* regulada* de* diferente*manera.* De* este*modo,* en* algunos* casos* el*
proceso* autofágico* degradativo* se* presenta* inducido;* y* en* otros* casos,* la* autofagia* está*
inhibida,* y* no* siempre* a* lo* largo* de* todo* el* proceso* patológico,* si* no* que* varía* en* cada*




En* el* caso* del* cáncer,* el* proceso* degradativo* autofágico* se* encuentra* alterado*
según* el* estado* del* tumor.* Durante* la* iniciación* tumoral,* la* autofagia* actúa* como*
mecanismo*supresor*del*tumor.*Existen*evidencias*directas*de*que*mutaciones*en*los*genes*
que*regulan* la*autofagia*promueven* la* tumorigénesis.*Por*ejemplo* la*deleción*de*BECLIN1*
aumenta* la* susceptibilidad* a* padecer* cáncer* de* ovario* o* próstata* (Liang* et# al.,* 1999)* y*










































) Como) se)ha) indicado)en) la) Introducción,) en)un)estudio)previo) se)demostró)que) la)
glucosa) induce)autofagia)en)células)de)mamífero)al)suministrarla)tras)un)periodo)de)ayuno)
de) nutrientes.) En) el) mismo) estudio) se) observó) que) esta) activación) de) la) autofagia) es)
inducida)por)la)quinasa)p38)MAPK.)Una)vez)activada,)p38)MAPK)se)trasloca)al)núcleo)donde)
regula) la) actividad) de) sus) dianas:) los) factores) de) transcripción) ATFP2) y) CREB) (MorunoP
Manchón) et# al.,) 2013).) Esta) traslocación) al) núcleo) sugiere) la) activación) de) factores) de)




de) los) posibles) genes) candidatos) que) puedan) estar) involucrados) en) la) regulación) de) la)
autofagia)inducida)por)glucosa.)Para)ello)se)han)planteado)los)siguientes)objetivos)parciales:)
)
1. Análisis) de) los) resultados) de) un) PCR) Array) de) genes) de) autofagia) para) la)



































- MEFs+ p38+/+& y+ p38'/':) fibroblastos) embrionarios) de) ratón) derivados,)



















































PMSF+ Serina)proteasas) Sigma)Aldrich) PK7626)




La) información) sobre) los) anticuerpos)primarios) y) secundarios) utilizados) se) resume)
en)las)Tablas)2)y)3,)respectivamente.)
)









Actina+ 1:5000)(Rb)) SigmaKAldrich) AK2066)
CHOP+ 1:1000) Santa)Cruz1) ScK575)
CREB+ 1:1000)(Rb)) Cell)Signaling2) 9197)
PXCREB+ 1:1000)(Rb)) Cell)Signaling) 9198)
LC3+ 1:500)(Ms)) NanoTools3) 231)



















AntiXIgG+de+ratónXHRP+ 1:5000)(Gt)) Sigma) AK4416)
AntiXIgG+de+conejoXHRP+ 1:7000)(Gt)) Sigma) AK6154)



















































células) en) hielo) con) un) “rubberKpoliceman”) en) tubos) de) 1,5) ml.) Posteriormente,) las)
muestras)se)sometieron)a)6K8)ciclos)de)congelaciónKdescongelación,)vorteando)en)cada)uno)
de)los)ciclos.)A)continuación,) las)mismas)se)centrifugaron)a)12.000)g)durante)10)minutos)a)





Para) determinar) la) cantidad) de) proteína) contenida) en) los) extractos) celulares) se)
utilizó)el)método)Lowry)(Lowry)et)al.,)1951).)Se)trata)de)un)método)colorimétrico)basado)en)
la)reducción)de)los)grupos)fenólicos)de)las)proteínas.)En)primer)lugar,)se)añade)a)la)muestra)
una)mezcla) de) las) soluciones)A) y) B) (ver) apartado) 3.1.3.)) en) una) proporción) 1:1) (v/v)) y) se)
incuba)durante)10)minutos.) La) solución)A)alcaliniza)el)medio)y) la) solución)B,)que)contiene)
Cu2+)que)forma)complejos)con)los)enlaces)peptídicos,)produce)un)cambio)conformacional)en)
las) proteínas) de) tal)manera) que) quedan) expuestos) los) grupos) fenólicos) de) las) tirosinas) o)
triptófanos)que)contengan)las)proteínas)presentes)en)el)extracto)celular.)En)segundo)lugar,)
se)añade)solución)FolinKCiocalteau)1N)durante)30)minutos;)esta)solución)vira)el)color)de) la)























acrilamida) varió) entre) el) 10%) y) el) 16%) en) función) del) peso) molecular) de) la) proteína) de)
interés.) Los) geles) se) montaron) sobre) soportes) verticales) Mighty) Small) de) Hoefer) (San)
Francisco,)CA,)EE.UU.))y)se)sometieron)a)un)voltaje)continuo)de)120)V.)En)todos)los)geles)se)
utilizaron) marcadores) de) peso) molecular) de) Invitrogen) (Benchmark) prestained) protein)
ladder).)
)
Las) proteínas,) una) vez) separadas) por) su) peso) molecular) a) lo) largo) del) gel,) se)
transfirieron) a) una) membrana) de) PVDF) (difluoruro) de) polivinilideno,) Amersham)) en) un)






A) continuación,) se) lavaron) las) membranas) y) se) tiñeron) con) rojo) Ponceau) para)
comprobar)la)correcta)transferencia)de)las)proteínas.)Tras)lavarlas)con)TBSKTween)0,01%,)las)
membranas)se)bloquearon)con) leche)desnatada)en)polvo)al)5%)en)TBSKTween)durante)1K2)
horas) y) se) volvieron)a) lavar) con)TBSKTween.)Posteriormente,) las)membranas) se) incubaron)
con) los) anticuerpos) primarios) diluidos) en) TBSKTween,) que) contenía) también) BSA)
(seroalbúmina) bovina)) al) 2%) y) azida) sódica) al) 0,05%.) El) periodo) de) incubación) fue) a) 4ºC)
durante) 16) horas,) o) bien) a) temperatura) ambiente) variando) en) este) caso) el) tiempo,)
dependiendo) del) anticuerpo,) de) 2K4) horas.) Después) de) la) primera) incubación,) las)
membranas) se) lavaron) tres) veces) con) TBSKTween) durante) 15) minutos) cada) vez) y) se)
incubaron) con) el) anticuerpo) secundario) diluído) en) la) solución) de) bloqueo) (ver) apartado)
3.1.3.),) durante) 2) horas) a) temperatura) ambiente.) El) anticuerpo) secundario) iba) dirigido)
contra) la) inmunoglobulina)correspondiente) (de)conejo,) rata)o) ratón))y) conjugado)con)HRP)




La)detección)de) las)proteínas)en) las)membranas) se) realizó)por)quimioluminiscencia,)
utilizando) LumiKLight)Western) Blotting) Substrate) (Roche)) o,) para) señales)más) débiles,) ECL)
Prime) Western) Blotting) Detection) Reagent) (Amersham) GE) Healthcare).) Las) bandas)








un)“stripping”)con)HClKguanidina)7M)durante)25)minutos,)tras) lo)que)se) lavó) la)membrana)
varias) veces) con) TBSKTween) y) se) volvió) a) bloquear) con) la) solución) de) bloqueo.) Tras) el)







Para) la)extracción)del)RNA) total,) las) células) sembradas)en)placas)multipocillo)de)6)
pocillos)al)100%)de)confluencia)se)lavaron)con)PBS)en)hielo)y)se)lisaron)añadiendo)1)ml)de)
TRIzol) (Invitrogen,)Carlsbad,)CA,) EE.UU.)) por) cada)10) cm2)de) área)de) cultivo.) Se) incubaron)




A) continuación,) se) añadieron)0,2)ml)de) cloroformo)por)ml)de)TRIzol,) se) vorteó)de)
manera)vigorosa)durante)15)segundos,)se)dejó)incubar)a)temperatura)ambiente)durante)6K8)
minutos) y) se) centrifugó) durante) 15)minutos) a) 12.000) g) a) 4ºC.) Tras) la) centrifugación,) los)




incubar) a) temperatura) ambiente) durante) 10) minutos) y) se) centrifugó) a) 4ºC) y) 12.000) g)




TRIzol,) se) vorteó) y) se) centrifugó) a) 7.500) g) y) 4ºC) de) temperatura) durante) 5) minutos.) Se)
descartó)el) sobrenadante)de)etanol) y) se) repitió)el) lavado)una) segunda)vez.)Por)último,) se)
dejó) secar) el) pellet) al) aire) durante) 10K15) minutos) y) se) disolvió) en) agua) libre) de) RNasas)
ajustando) la)cantidad)(30K50)μl))según)el) tamaño)del)pellet.)La)concentración)y)calidad)del)






la) librería) de) sondas) de) Origene) (OriGene) Technologies,) Rockville,) MD,) EE.UU,)
http://www.origene.com/qPCR/primers.aspx))para)Homo$sapiens)y)Mus$musculus,)o)bien)se)
utilizó)el)programa)PrimerExpress) de)Applied)Biosystems.) Se) seleccionaron) las) sondas)más)






sondas) se) comprobaron) in$ silico) basándose) en) la) secuencia) de) cada) uno) de) los) genes)
obtenida)a)partir)de)la)base)de)datos)GenBank.)
)




componentes) utilizados) por) reacción) se) especifican) en) la) Tabla) 5.) Para) la) transcripción)
reversa) del) RNA) utilizado) como) molde) se) añadió) a) los) componentes) de) la) reacción) una)
enzima) transcriptasa) reversa) (“MultiScribe) Reverse) Transcriptase”,) Applied) Biosystems,)
Foster)City,)CA,)EE.UU.))y)para)evitar)la)destrucción)del)RNA)por)parte)de)enzimas)RNasas,)se)
añadió) un) inhibidor) de) RNasas) (“RNase) Inhibitor”,) Applied) Biosystems,) Foster) City,) CA,)
EE.UU.).) La) detección) del) producto) de) PCR) se) llevó) a) cabo) mediante) SYBR) Green,) una)
molécula) fluorescente) que) se) une) al) DNA) de) doble) cadena) existiendo) una) relación) lineal)
entre)la)fluorescencia)emitida)y)la)concentración)de)producto)amplificado.)El)kit)utilizado)fue)
Fast$SYBR$Green$Master$Mix$2X$(Roche)Diagnostics,) Indianapolis,) IN,)EE.UU.)$que)contiene:)
SYBR) Green,)AmpliTaq$ Fast) DNA) Polimerasa,) molécula) fluorescente) ROX) como) referencia)
pasiva)y)dNTPs.)La)molécula)fluorescente)ROX)proporciona)una)referencia)interna)a)partir)de)
la)cual) la) señal) reportera,)SYBR)Green,)puede)ser)normalizada)durante)el)análisis)de)datos)





























Biosystems,) Foster) City,) CA,) EE.UU.)) de) 48) pocillos,) siguiendo) los) tiempos) y) temperaturas)
indicados)en) la)Tabla)6.) La) reacción)de)PCR)constó)de) tres) fases:)una) fase) inicial)donde)se)
llevó) a) cabo) en) primer) lugar,) la) transcripción) reversa) del) RNA) y) en) segundo) lugar) la)
activación)de)la)polimerasa)que)actuaría)posteriormente;)una)segunda)fase)donde)tuvo)lugar)




Debido) al) empleo) de) SYBR) Green,) que) se) une) de)manera) inespecífica) a) cualquier)
DNA)de)doble)cadena,)es) importante)verificar)que)el)producto)de) la)PCR)es)únicamente) la)
amplificación)del)gen)de) interés.)Por)ello,)para)comprobar)que) los)resultados)de)expresión)
de) mRNA) no) se) deben) a) la) cuantificación) de) dímeros) de) sondas) u) otros) productos) no)
específicos,)se)añade)en)el)programa)de)la)reacción)de)PCR)una)última)fase)conocida)como)
curva)de)disociación)o) “Melt) curve”.$Esta) fase) consiste)en)aumentar) la) temperatura)hasta)
95ºC)y)obtener)la)medición)de)los)cambios)de)fluorescencia)en)cada)fracción)de)temperatura)
que)aumenta:)en)el)punto)de) fusión)o)“melting)point”$ las)dos)cadenas)de)DNA)se)separan)































Para) la) optimización) de) los) oligos) realizamos) curvas) estándar) con) diferentes)
concentraciones)de)RNA) total.)De)este)modo,)pudimos)evaluar)qué)concentración)de)RNA)
era) la) óptima) para) la) correcta) actividad) de) cada) uno) de) los) oligos) con) una) eficiencia) de)












































4.1. Análisis, de, los, resultados, obtenidos, en, PCR, Array, para, la, selección, de, genes,
candidatos,reguladores,de,la,autofagia,por,glucosa,
,





estudio* se* analizó* la* posible* implicación* de* varias* quinasas* (AMPK,* PKA,* ERK1/2* y* p38),*
incluyendo* el* sensor* nutricional* mTOR,* en* la* regulación* del* proceso.* Sin* embargo,* los*
resultados* fueron* negativos* para* la* mayoría* de* ellas,* a* pesar* de* que* estas* quinasas* se*
habían*relacionado*anteriormente*con*la*regulación*de*la*autofagia*(Yang*y*Klionsky,*2009).*
Por*el* contrario,* se*obtuvieron* resultados*positivos*para* la*quinasa*p38*MAPK,*mostrando*
un* papel* clave* de* esta* quinasa* en* la* inducción* de* la* autofagia.* Estos* resultados* se*
confirmaron* no* solo* empleando* inhibición* química* (SB203580,* BIRB796),* sino* también*
supresión* génica* al* transfectar* células* NIH/3T3* con* siRNAs* para* p38*MAPK* y* empleando*
células* MEFs* p38)/)* y* p38+/+,* “knock?out”* y* “wild?type”,* respectivamente.* En* este* trabajo*
también* se* sugiere* que* el* mecanismo* por* el* cual* p38*MAPK* induce* autofagia* puede* ser*
mediante* la* fosforilación*de*algún* factor*de* transcripción,* ya*que*además*observaron*que*
p38*se*trasloca*al*núcleo*tras*la*adición*de*glucosa.**
*
* Debido* a* la* importancia* de* la* glucosa* y* de* la* autofagia* en* ciertas* enfermedades*
metabólicas* y* en* el* desarrollo* tumoral* (ver* apartado* 1.3),* nos* planteamos* seleccionar*
posibles*genes*candidatos*que*fueran*responsables*de*la*regulación*del*proceso*para*poder*
describir* con*detalle* las*vías*de*señalización* implicadas*en* la*misma.*Para*ello,*analizamos*
los* datos* obtenidos* tras* la* realización* de* un* array* comercial* específico* de* autofagia* para*
células* de*mamífero,* en* concreto* para* células* de*Mus#musculus:* RT2* ProfilerTM* PCR*Array*
Mouse*Autophagy*(Quiagen*N.V.,*Venlo,*Paises*Bajos).*El*array*permite*el*análisis*del*perfil*
de* expresión* de* 84* genes* potencialmente* involucrados* en* la* regulación* de* la* autofagia* o*






1),p38+/+*Glucosa+* 2),p38J/J*Glucosa+* 3),p38+/+*Glucosa+* 4),p38+/+*Glucosa?*
vs* vs* vs* vs*
p38+/+*Glucosa?* p38J/J*Glucosa?* p38J/J*Glucosa+* p38J/J*Glucosa?*
*
En* el* análisis* de* los* resultados* obtenidos* en* el* array* teníamos* como* objetivo*
seleccionar*aquellos*genes*que*estuvieran* involucrados*en* la* inducción*de* la*autofagia*por*











* p38+/+*Glucosa+* p38J/J*Glucosa+* p38+/+*Glucosa+* p38+/+*Glucosa?*
* vs* vs* vs* vs*
* p38+/+*Glucosa?* p38J/J*Glucosa?* p38J/J*Glucosa+* p38J/J*Glucosa?*
Resultado,
esperado,
⇧* ⇔** ⇧* ⇔*
⇩* ⇔* ⇩* ⇔*
*
De* este* modo,* los* genes* candidatos* potencialmente* reguladores* del* proceso,*
podrían*encuadrarse*en*uno*de*los*siguientes*escenarios:*
*
?genes* inductores* de* la* autofagia* activados* por* p38* MAPK:* su* expresión* estaría*
inducida*en*las*células*p38+/+*con*glucosa*comparando*con*p38+/+*sin*glucosa*(1)*o*p38#)/)*
con*glucosa*(3)*













seleccionamos*genes*que*presentaran*una*disminución*en* su*expresión*en* la* condición*1,*




cerciorarnos* de* que* estos* pudieran* estar* implicados* en* la* regulación* de* la* autofagia* por*












mostrados* corresponden* al* ratio* (2
?ΔCt
)* de* las* muestras* en* cada* gen* entre* el* ratio* de* la* muestra*
control.*
*
* p38+/+*Glucosa+* p38&/&*Glucosa+* p38+/+*Glucosa+* p38+/+*Glucosa?*
* vs* vs* vs* vs*
Genes, p38+/+*Glucosa?* p38&/&*Glucosa?* p38&/&*Glucosa+* p38&/&*Glucosa?*
AKT1+ ?2,9* ?* ?* 2,7*
BCL2+ ?2,6* ?13,4* 5,4* ?*
IFNA4+ 4* ?* 8,6* ?*




de* la* familia* de* los* interferones* Tipo* I* (IFNs),* que* poseen* actividades* antivirales,*
antiproliferativas*e*inmunomodulatorias*(Bekisz*et#al.,*2004).*Recientemente,*un*estudio*ha*
demostrado* la* inducción* de* la* autofagia* en* varias* líneas* celulares* humanas* tumorales*
(células*Daudi*o*HeLa*S3,*por*ejemplo)*después*de*ser*tratadas*con*IFN?Tipo*I*(Schmeisser*et#
al.,*2013),*añadiendo*una*nueva*función*a*estas*citocinas*como*activadoras*de*la*autofagia.*





El* siguiente* gen* seleccionado* fue* RGS19,* también* conocido* como* G)alpha#
interacting# protein,* GAIP.* RGS19* pertenece* a* la* familia* de* proteínas* RGS* que* son*
reguladoras* de* la* transducción* de* señales* acopladas* a* proteínas* G* (GPCR).* El* perfil* de*
expresión* de* este* gen* muestra* un* aumento* elevado* en* la* condición* 3,* poniendo* de*
manifiesto* su* posible* efecto* inductor* vía* p38* MAPK,* ya* que* se* encuentra* altamente*







Otro*de* los*genes*que*seleccionamos* fue*BCL2,* linfoma*de*célula*B?2,*que*codifica*








y* la* liberación*de*BECLIN1*para* iniciar* la* autofagia* (De*Chiara*et# al.,* 2006).* Analizando* su*
perfil* de* expresión* detectamos* unos* resultados* contradictorios* puesto* que* aumenta* su*
expresión*con*glucosa*en*las*células*p38+/+*comparado*con*las*células*p38)/).*Por*el*contrario,*
disminuye*su*expresión*en*la*condición*1,*sugiriendo*un*efecto*inhibitorio*de*la*autofagia*y*








Klionsky,* 2010).* Por* otro* lado,* se* ha* demostrado* que* AKT1* cataliza* la* fosforilación* de*






Tras* la* selección* de* los* diferentes* genes* posibles* reguladores* de* la* autofagia* por*
glucosa,* llevamos*a*cabo*el*análisis*de*cada*uno*de*ellos*de*manera* independiente*en*dos*
tipos*celulares:*NIH/3T3*y*HEK293T.*El*análisis*se*llevo*a*cabo*en*estos*tipos*celulares*debido*
a* que* buscamos* resultados* que* se* puedan* comparar* en* varios* tipos* celulares* tanto* de*
humano*como*de*ratón,*y*no*que*se*trate*de*un*resultado*aislado*en*un*único*tipo*celular.*








detalle* por* su* relevancia* y* relación* con* ciertas* enfermedades* (ver* apartado* 1.3),* para*
determinar*las*vías*de*señalización*que*participan*en*él*y*el*modo*de*acción*de*cada*una*de*
las* proteínas* que* están* involucradas.* Por* ello,* tras* la* selección* de* los* posibles* genes*






SB203580* (ver* apartado* 3.2.2.1.),* según* se* explica* en* Materiales* y* Métodos.* Los*











tiempo* real* (qPCR),* que* permite* cuantificar* el*mRNA* en* cada*muestra* y* así* comparar* los*
niveles*de*expresión*en*distintas* condiciones.* En*primer* lugar,* para*poner* a*punto* la* PCR*
cuantitativa* para* cada* una* de* las* parejas* de* oligos* seleccionadas,* realizamos* una* curva*
estándar* utilizando* diluciones* decimales* de* una*muestra* de* concentración* conocida* para*







al* algoritmo* de* la* cantidad* de* RNA* de* cada* dilución.* Estos* datos* son* utilizados* para*
determinar*la*eficiencia*de*la*amplificación*en*cada*caso,*que*viene*dada*por*los*valores*de*









con* las* de* los* genes* candidatos* eran* similares* para* poder* aplicar* el* método* ΔΔCT.* La*
eficiencia* del* gen* control* en*Homo# sapiens* no* se* muestra* en* la* Tabla* 9* puesto* que* fue*
calculada* con* anterioridad* en* el* laboratorio,* obteniendo* un* resultado* de* eficiencia* del*
100%,* lo* que* corresponde* aproximadamente* a* una* pendiente* de* ?3,32.* Como* podemos*
observar*en*la*Tabla*9,*la*diferencia*entre*la*pendiente*del*gen*control*en*Mus#musculus*y*las*
de* los* genes* candidatos* en* este* mismo* organismo* es* menor* de* 0,2.* * De* manera* similar*
ocurre*en*Homo#sapiens,*obteniendo*una*diferencia*de*alrededor*de*0,2.*
*
Una* vez* validados* los* resultados* de* la* eficiencia* de* la* amplificación,* podemos*
emplear* el* método* ΔΔCT* que* consiste* en* obtener* el* valor* ΔCT* al* restar* la* media* de* los*
valores*de*CT*obtenidos*para*el*gen*control*a*la*media*de*los*valores*CT*del*gen*candidato.*A*
este*valor*ΔCT*se*le*resta*el*valor*ΔCT*de*la*muestra*calibradora*(utilizada*como*base*para*los*





las* diferencias* de* expresión* relativas.* Todos* estos* cálculos* fueron* realizados* con* el*
programa* informático:* StepOne
TM
* Software* v2.0* (Applied* Biosystems,* Foster* City,* CA,*
EE.UU.).* El* valor* RQ* de* la*muestra* calibradora* será* 1* y* para* poder* establecer* diferencias*
























Homo*sapiens* ?3,148* 0,997* 2,08* 108*
Mus*musculus* ?3,131* 0,994* 2,09* 109*
IFNA4#
Homo*sapiens* ?3,105* 0,99* 2,10* 110*
Mus*musculus* ?3,157* 0,991* 2,07* 107*
AKT1#
Homo*sapiens* ?3,194* 0,996* 2,06* 106*
Mus*musculus* ?3,298* 0,998* 2,01* 101*

















HEK293T* (B),* los* niveles* de* la* proteína* LC3?II* aumentan* de*manera* significativa* al* añadir*
glucosa.* Sin* embargo,* al* inhibir* la* quinasa* p38*MAPK* con* el* inhibidor* químico* SB203580,*








Figura, 3., La, autofagia, es, inducida,por, glucosa,mediante, la, quinasa,p38,MAPK.* Las*
células*NIH/3T3*(A)*y*HEK293T*(B)*fueron*tratadas*durante*30*minutos*con*el*inhibidor*SB203580*en*
medio*Krebs?Henseleit* (KH)*sin*glucosa*y*después* incubadas*durante*2*horas*más*añadiendo,*o*no,*
glucosa* (10mM)* e* inhibidores* de* proteasas* lisosomales:* NH4Cl* (20mM)* y* leupeptina* (100μM).* Se*
lisaron* las* células* en* tampón* RIPA,* se* procesaron* los* extractos* por* SDS?PAGE* y* se* transfirió* a*
membranas*de*PVDF*donde*se*detectaron*los*niveles*de*la*proteínas*LC3?II*y*tubulina,*como*control.*
La*posición*de*los*marcadores*de*masa*molecular*y*su*tamaño*en*kDa*se*indican*a*la*izquierda*y*las*
bandas* correspondientes* a* las* proteínas* (LC3?I,* LC3?II* y* Tubulina)* a* la* derecha.* En* los* histogramas*
están*representadas*las*medias*y*desviaciones*estándar*de*los*niveles*de*LC3?II*relativos*a*los*niveles*






expresión* diferencial,* como* podemos* observar* en* la* Figura* 4A* .* Cuando* la* quinasa* p38*
MAPK* está* activa,* la* expresión* de* IFNA4* no* varía* en* presencia/ausencia* de* glucosa.* Este*
resultado* es* sorprendente* teniendo* en* cuenta* que* tanto* los* datos* obtenidos* en* el* array*
como*la*bibliografía*comentada*en*el*apartado*4.1.*sugería*una*activación*de*la*quinasa*p38*
por* parte* de* IFNA4* y* por* tanto* un* efecto* inductor* sobre* la* autofagia.* Sin* embargo,* en*
presencia* del* inhibidor* de* la* quinasa,* SB203580,* la* expresión* aumenta* de* manera*
significativa*(250%*aproximadamente)*en*presencia*de*glucosa*comparado*con*los*niveles*de*
expresión* en* ausencia* de* glucosa* y* comparado* también* con* los* niveles* en* presencia* de*
glucosa* sin* inhibidor.* En*ausencia*de*glucosa,* la*adición*del* inhibidor* también*produce*un*
aumento* en* la* expresión* del* gen,* aunque* en* menor* magnitud* (50%),* comparada* con* la*
expresión* en* ausencia* de* inhibidor.* Estos* resultados* sugieren* un* papel* represor* de* la*
quinasa* p38*MAPK* sobre* IFNA4,* inhibiendo* su* transcripción,* ya* que* cuando* inhibimos* la*





expresión* de* IFNA4.* Estos* resultados* se* pueden* deber* a* la* capacidad* de* la* quinasa* de*
regular* respuestas* biológicas* opuestas* dependiendo* del* contexto* celular,* el* estímulo*
específico*o* la* isoforma*de*p38*activada* (Platanias,*2003).*Por* todo*ello,*pese*a*que*se*ha*
descrito* un* papel* inductor* del* interferón* sobre* la* autofagia* (Schmeisser* et# al.,* 2013),* no*
podemos*establecer*una*relación*directa*entre*el*gen*y*la*autofagia*inducida*por*glucosa,*ya*









las* proteínas* RGS* que* actúan* como* GAPs* (GTPase# activating# protein),* activando* GTPasas*
que*aceleran*la*hidrólisis*de*GTP*a*GDP*en*las*subunidades*alpha*de*las*proteínas*G*activas*
(Siderovski* et# al.,* 2005).* Esta* hidrólisis* conduce* a* la* unión* de* las* tres* subunidades* que*
conforman* las* proteínas* G,* formando* el* trímero* alpha?beta?gamma,* y* que* se* trata* de* la*
forma* inactivada* de* la* proteína.* En* concreto,* RGS19* posee* una* alta* afinidad* por*
subunidades*G?alphai3*activadas,*las*cuales*se*han*encontrado*en*la*membrana*plasmática*y*
en* el* aparato* de* Golgi* (De* Vries* et* al.,* 1995).* Estudios* anteriores* describieron* el* efecto*
inhibitorio*de* las*subunidades*G?alpha* i* sobre*sus*efectores,*entre* los*que*se*encuentra* la*
enzima* adenilato* ciclasa* (Hunt* et# al.,* 1994).* Este* efecto* inhibitorio* conduce* a* una*
disminución* de* los* niveles* de* AMPc,* segundo*mensajero* producido* por* dicha* enzima.* Al*
aumentar* los*niveles*de*expresión*de*RGS19,*aumentarán* los*niveles*de*AMPc,*y*debido*a*
que* la* subunidad* G?alphai3* se* encontrará* unida* a* las* subunidades* beta* y* gamma* por* el*
efecto*de*RGS19* sobre*ella,* y*no* se* llevará*a* cabo*el* efecto* inhibitorio*de*esta* subunidad*










glucosa.# Esta* diferencia* de* expresión* podría* explicar* la* inducción* de* la* autofagia* en*
presencia*de*glucosa.* Sin*embargo,*esta*expresión*es* independiente*de*p38*MAPK*puesto*
que* las* diferencias* se* mantienen* cuando* añadimos* el* inhibidor* SB203580.* Además,* no*













análisis* de* los* niveles* de* expresión* del* gen* BCL2,* que* se* evaluó* en* células* NIH/3T3*















Figura, 7., Expresión* relativa* del* gen* BCL2* en* células* NIH/3T3.* A), Histograma*









PI3K,* activa* a* mTOR* y* este* último* inhibe* la* autofagia.* Sin* embargo,* la* inducción* de* la*





las*condiciones,*como*muestran* las*Figuras*8*y*9.*En* las*células*NIH/3T3* (Figura*8A)*no*se*
encontraron* diferencias* en* la* expresión* en* ninguna* condición.* La* diferencia* de* expresión*
entre* presencia/ausencia* de* glucosa* en* las* células* HEK293T* (Figura* 9A)* tuvo* un* valor*
alrededor*de*un*20?30%*más*en*ausencia*de*glucosa,*y*como*ocurría*con*el*gen*anterior*esa*
































Por* otro* lado,* varios* estudios* han* descrito* el* efecto* inductor* del* estrés* de* retículo*
endoplasmático* (RE)* sobre* la* autofagia* mediante* la* activación* de* p38* MAPK* (ver* por*









el* RE* causan* estrés* de*RE* y* activan* la* vía* de* señalización*UPR* (respuesta* a* proteínas*mal*
plegadas).* Una* de* las* proteínas* más* utilizadas* para* evaluar* el* estrés* de* RE* es* CHOP*
(proteína* homóloga* de* C/EBP).* CHOP* se* encarga* de* la* regulación* de* varios* factores* de*
transcripción*de*la*familia*C/EBP,*suprimiendo*o*activando*la*expresión*de*ciertos*genes*que*
promueven* las* síntesis* proteica,* por* ejemplo,* aunque* poco* se* conoce* acerca* de* los*






Antes* de* analizar* los* niveles* de* CHOP,* comprobamos* que* los* niveles* de* LC3?II*
correspondían*a*la*inducción*de*la*autofagia*por*glucosa*(Figura**10A)*como*ha*sido*descrito*
por* Moruno?Manchón* (2013)* para* asegurar* que* la* posible* inducción* de* CHOP* estaba*

































células( de( mamífero( tras( un( periodo( de( ayuno( induce( la( autofagia,( y( que( esta( inducción(
depende(de(la(activación(de(la(quinasa(activada(por(mitógeno(p38(MAPK((MorunoKManchón(
et#al.,(2013).(Sin(embargo,(no(se(conocen(en(detalle(las(vías(de(señalización(involucradas(en(
la( regulación( del( proceso.( En( este( trabajo,( nos( planteamos( investigar( los( mecanismos( de(
regulación( implicados( en( la( inducción( de( la( autofagia( por( glucosa.( Con( esta( finalidad,( en(
primer( lugar(analizamos( los(resultados(de(un(PCR(Array(en(el(que(se(comparó( la(expresión(
de( células( MEFs( (Mus# musculus)( “knockKout”( y( “wildKtype”( para( el( gen( p38# MAPK,( en(
presencia(o(ausencia(de(glucosa.(A(partir(de(estos(datos(seleccionamos(cuatro(genes:(Ifna4,#
Rgs19,# Akt1# y# Bcl2,( posibles( candidatos( de( la( regulación( de( la( autofagia( por( glucosa.(
Mediante( PCR( cuantitativa( a( tiempo( real( (qPCR)( realizamos( el( estudio( de( la( expresión(








expresión( de(BCL2,( no( podemos( descartar( que( actúe( a( nivel( postraduccional,( fosforilando(
BCL2,( aunque( datos( preliminares( no( apoyan( esta( función( (datos( no(mostrados).( Por( ello,(




sobre( la( autofagia.( AKT1,( tras( ser( activada(por( PI3K,( conduce( a( la( activación(del( complejo(
mTORC1( que( inhibe( la( autofagia( (Yang( y( Klionsky,( 2010).( Sin( embargo,( como( hemos(
mencionado(anteriormente,( la( activación(de( la( autofagia( por( glucosa( es( independiente(de(
mTOR( (MorunoKManchón( et# al.,( 2013).( Los( resultados( obtenidos( en( el( análisis( de( su(





los( obtenidos( en( el( array,( demuestran( una( nueva( actividad( por( parte( de( los( IFNs,( no(
conocida( hasta( el( momento.( Sin( embargo( los( resultados( de( su( expresión( relativa( no(














la( situación(en(ausencia(de( la(quinasa.(Por(el( contrario,(nuestros( resultados(muestran(una(
inducción( en( la( expresión( de( RGS19( en( ausencia( de( glucosa,( siendo( este( efecto(
independiente(de(la(actividad(de(p38.((
(
Tras( el( análisis( de( la( expresión( relativa( de( los( genes( seleccionados( como( posibles(
candidatos,(creemos(necesario(avanzar(en(el(estudio(de(los(mismos.(Para(ello,(consideramos(
esencial( el( análisis( de( la( expresión( en( células( p38+/+( y( p38G/G( de( al( menos( IFNA4,# BCL2# y#
RGS19,( puesto( que( los( datos( bibliográficos( y( los( obtenidos( en( el( array( demuestran( la(
implicación(de( los(mismos(en( la( regulación(de( la(autofagia.(De(este(modo,(descartaríamos(
resultados(enmascarados(que(pueda(provocar(el(empleo(del(inhibidor(de(p38,(SB203580.(A(




Quisimos( estudiar( también( el( mecanismo( por( el( que( se( produce( la( activación( de( la(
quinasa(p38(MAPK.(Al( tratarse(de(una(quinasa( típica(de(estrés(analizamos(diferentes( tipos(
de( estrés( que(pudieran( estar( implicados.( Estudios( previos( realizados( en( el( laboratorio( por(
MorunoKManchón(descartaron(el(estrés(oxidativo(como(posible(activador(de(la(quinasa;(por(











Tanto( la( señalización( de( la( respuesta( a( proteínas( mal( plegadas( como( la( autofagia(
inducida( por( glucosa( son( procesos( de( gran( relevancia( debido( a( su( implicación( en( ciertas(
situaciones( patológicas,( como( comentamos( en( la( Introducción.( Están( siendo( desarrolladas(
multitud( de( terapias( antitumorales,( entre( las( que( se( encuentran( los( agentes(
anticancerígenos(dirigidos( a(modular( la( respuesta( a(proteínas(mal(plegadas/autofagia.( Por(




































de) glucosa) y,) por) tanto,) no) pueden) ser) considerados) reguladores) de) la) autofagia)
inducida)por)este)nutriente.)
)
3. El) gen) RGS19) aumenta) su) expresión) en) ausencia) de) glucosa,) manteniendo) esta)




4. La) expresión) de) IFNA4) aumenta) de) manera) significativa) en) presencia) de) glucosa)
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Homo sapiens *PrimerExpress NM_001101.3
Mus musculus *PrimerExpress NM_007393.2
Gen$candidato
RGS19
Homo sapiens OriGene-HP203282 NM_001039467.1
Mus musculus *PrimerExpress NM_026446.4
IFNA4
Homo sapiens OriGene-HP214028 NM_021068.2
BCL2 Mus musculus *PrimerExpress NM_009741.4
Mus musculus *PrimerExpress NM_010504.2
AKT1
Homo sapiens OriGene-HP230218 NM_005163.2
Mus musculus OriGene-MP216949 NM_001165894.1
